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研究成果の概要（和文）：交感神経系は中枢ストレス応答に重要な役割を担っている。本研究で
は、拘束ストレス負荷ラットを用いて、ストレス下での交感神経系活性化における脳内シクロ
オキシゲナーゼ（COX）および一酸化窒素合成酵素（NOS）の役割について検討した。その結
果、ストレス応答の中枢である視床下部室傍核の下行性交感神経線維細胞体に存在する COX-1、
COX-2および誘導型 NOSが、ストレスによる交感神経系活性化に関与していることを明らか
にした。 
 
研究成果の概要（英文）：Stress is one of the important factors to activate the sympathetic 
nervous system. In this study, I investigated whether brain COX and NOS can mediate 
restraint stress-induced sympathetic activation in rats. The present results suggest that 
COX-1, COX-2 and inducible NOS, but not neuronal NOS, in the presympathetic PVN 
neurons mediate acute restraint stress-induced sympathetic activation. 
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１．研究開始当初の背景 
交感神経系は中枢ストレス応答の出力の
１つとして重要な役割を担っている。ストレ
ス時には、視床下部室傍核や青斑核などのス
トレス応答中枢を介して交感神経系が活性
化され、心血管系やエネルギー代謝など全身
性のストレス反応をもたらす。この持続的な
活性化がうつ病や不安障害などのストレス
関連疾患を誘起する一因になると推測され
ている。 
ストレス関連ペプチドであるコルチコト
ロピン放出因子（CRF）は、視床下部－下垂
体－副腎皮質系（HPA系）の活性化のみなら
ず、交感神経系の活動を亢進させる。私達は
これまでに、CRFによる中枢性交感神経系活
性化機構について血中カテコールアミンお
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よび交感神経節、副腎髄質の神経活動を指標
に解析を行い、脳内シクロオキシゲナーゼ
（COX）および一酸化窒素合成酵素（NOS）
が促進的に関与することを報告してきた。さ
らに最近、逆行性トレーサーにより標識した
下行性交感神経線維細胞体のうち、視床下部
室傍核と青斑核において、CRFが COXおよ
び NOS の各アイソザイムの発現を誘導する
こと、さらに、この現象が CRF 投与後の数
時間にわたって持続するという興味深い知
見を得た。持続的な CRF 反応性は、うつ病
や不安障害などのストレス関連疾患を誘起
する一因であると推測されており、私達の得
た知見は、1) CRF を介した中枢性ストレス
応答システムにおいて、COXおよび NOSが
メディエーターとして働くこと、(2)両酵素に
よる交感神経系亢進の持続がストレス応答
を調節する可能性を示唆する。 
COXおよびNOSがストレス時に脳内メデ
ィエーターとしてストレス応答に関与する
ことは既に報告されているが、これらの先行
研究では、ストレス応答における COX／
NOSの役割がHPA系や酸化ダメージとの関
連でのみ解析されており、交感神経系機能の
観点からの研究報告は見あたらない。これま
でに拘束ストレス負荷ラットを用いて行っ
た予備実験において、腹腔内投与した COX-2
阻害薬が、ストレスによって誘導された Fos
発現を抑制するという結果を得ている。COX
および NOS によるストレス応答の調節機序
を交感神経系亢進持続の観点から明らかに
するために、さらに交感神経系を支配するニ
ューロンにおいて詳細な解析が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、視床下部室傍核（PVN）の下
行性交感神経線維細胞体における COX およ
び NOS 発現が、ストレスによる交感神経系
亢進に関与するか否かを明らかにすること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
⑴ 逆行性トレーサー 
Wistar系雄性ラット（体重約 250 g）を、
ペントバルビタール（30 mg/kg, i.p.）を用い
て麻酔した。ステンレス・カニューレを用い
て、第 8 および 9 胸髄・中間外側細胞柱に、
4％フルオロ・ゴールド（FG）を各 50 nl注
入した。 
 
 
⑵ COXおよび NOS阻害薬の投与 
トレーサー注入の１４日後、拘束ストレス
負荷開始の 30 分前に、COX-1 阻害薬
（SC-560）、 COX-2阻害薬（NS-398）、iNOS
阻害薬（ S-methylisothiourea）もしくは
nNOS 阻害薬（7-nitroindazol）を腹腔内投
与（0.1 ml/kg, bw）した。 
 
 
⑶ 拘束ストレス 
酵素阻害薬投与の 30 分後、ラットに拘束
ストレスを負荷した。予備実験において、30
分、１時間、３時間および６時間の拘束スト
レスを負荷したところ、１時間の拘束ストレ
スにより Fos 発現が最も増加したことから、
以後の実験では１時間の拘束ストレス負荷
を行った。 
拘束ストレス（RS）群は拘束ストレス終了
直後に、一方コントロール（control）群は
home cageから出した直後に、ペントバルビ
タール（50 mg/kg, i.p.）麻酔下で組織採取さ
れた。まず、心臓穿刺により血液を採取した。
その後、4％パラホルムアルデヒド溶液にて
灌流固定を行い、脳を摘出した。 
 
 
⑷ カテコールアミン測定 
血漿ノルアドレナリンおよびアドレナリ
ンは、アルミナ抽出した後、高速液体クロマ
トグラフィーを用いて電気化学的に測定し
た。 
 
 
⑸ 免疫組織染色 
前頭断凍結切片を作製した後、Fos、COX-1 
COX-2、誘導型 NOS（iNOS）、もしくは神
経型 NOS（nNOS）に対する抗体を用いて蛍
光免疫組織染色を行った。Fos に対しては
FITC標識二次抗体を、COXおよび NOSア
イソザイムに対しては Cy3 標識二次抗体を
用いて標識した。また、フルオロ・ゴールド
はUV下で可視化した。陽性細胞数およびFG
標識細胞数は、グリッド(100 × 100 µm)あた
りの細胞数を計測し、1匹あたり 5切片の平
均をそのラットの値とした。 
 
 
４．研究成果 
⑴ 拘束ストレスによる血中カテコールアミ
ン増加に及ぼす COX 阻害薬および NOS
阻害薬の影響 
交感神経活動の指標の１つとして血中カ
テコールアミンレベルを測定した。拘束スト
レスにより、血中ノルアドレナリンおよびア
ドレナリンは有意に増加した（Figs. 1, 2）。 
拘束ストレスによる血中ノルアドレナリ
ン増加は、すべての酵素阻害薬によって抑制
された（Figs. 1, 2）。一方、ストレス負荷に
よる血中アドレナリン増加は、COX-1阻害薬、 
COX-2 阻害薬および iNOS 阻害薬によって
抑制されたが、nNOS阻害薬の影響は受けな
かった（Figs. 1, 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. 拘束ストレスによるカテコールアミン増
加に及ぼす COX阻害薬の影響．左、ノルアドレ
ナリン；右、アドレナリン． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. 拘束ストレスによるカテコールアミン増
加に及ぼすNOS阻害薬の影響．左、ノルアドレ
ナリン；右、アドレナリン． 
 
 
 
⑵ 拘束ストレスによる Fos 発現増加に及ぼ
す COX阻害薬の影響 
PVN においては、先行研究と同様に、３
つの亜核の細胞群が逆行性に標識された。FG
標識細胞は、PVN の dorsal cap (PaDC)、
ventral part (PaV) および posterior part 
(PaPo)において、トレーサー注入側の同側に
認められた。以後の解析は、上記の 3つの亜
核について行った。 
拘束ストレスは、PVN の PaDC、PaV お
よび PaPo において、FG標識細胞の Fos発
現を有意に増加させた（Fig. 3）。COX-1 阻
害薬（Fig. 3A）および COX-2阻ｓ害薬（Fig. 
3B）はそれぞれ、拘束ストレスによる Fos
発現増加を有意に抑制した。 
以上の結果から、拘束ストレスによる
PVN・下行性交感神経線維細胞体の活性化に
は、COX-1および COX-2が関与している可
能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. 拘束ストレスによる Fos発現増加に及
ぼす COX阻害薬の影響 
 
 
⑶ 拘束ストレスによる Fos 発現増加に及ぼ
す NOS阻害薬の影響 
拘束ストレスによって増加した、PVN・FG
標識細胞における Fos発現は、iNOS阻害薬
によって有意に減少した（Fig. 4A）。一方、
nNOS阻害薬は、ストレスによる Fos発現増
加に影響しなかった（Fig. 4B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. 拘束ストレスによる Fos発現増加に及
ぼす NOS阻害薬の影響 
 
以上の結果から、拘束ストレスによる
PVN・下行性交感神経線維細胞体の活性化に
は、iNOSが関与している可能性が示された。 
 
 
⑷ PVN・下行性交感神経線維細胞体におけ
る COXおよび NOS発現に及ぼす拘束ス
トレスの影響 
さらに本研究では、拘束ストレスによって、
PVN・FG標識細胞の COXおよび NOS発現
はどのように変化するかについて解析を行
った。 
Control群では、COX-1、COX-2もしくは 
iNOSを共発現した PVN・FG標識細胞が少
数存在した。一方、nNOS を共発現した
PVN・FG標識細胞は多く認められた。 
拘束ストレスによって、COX-1、COX-2
もしくは iNOSを共発現した PVN・FG標識
細胞数は有意に増加した（Fig. 5）。しかし、
拘束ストレスは nNOS を共発現した PVN・
FG標識細胞数には影響を与えなかった（Fig. 
5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. PVN・FG標識細胞における COXおよ
びNOS発現に及ぼす拘束ストレスの影響 
 
 
⑸ まとめ 
本研究において、血中カテコールアミンレ
ベルおよび PVN・下行性交感神経線維細胞体
のFos発現を交感神経系活性化の指標として、
COXおよびNOSアイソザイムの阻害薬の影
響を検討することにより、COX-1、COX-2
および iNOSが、拘束ストレスによる交感神
経系の活性化に関与していること、またこれ
らの活性化に nNOS がほとんど関与してい
ないことが明らかとなった。さらに、PVN・
FG標識細胞における COXおよびNOS発現
の解析の結果から、PVN・下行性交感神経線
維細胞体において、拘束ストレスによって
COX-1、COX-2 および iNOS の発現が増加
することが示された。 
nNOS および COX-2 に関しては、これま
でにストレスによる HPA 系活性化や酸化ス
トレスとの側面から様々な報告がされてい
るが、交感神経系活性化の観点からの研究は
ほとんどない。本研究によって、ストレスに
よる交感神経系活性化には COX-1、COX-2
および iNOSが関与することが初めて示され
た。加えて、HPA 系ストレス反応には重要
である nNOS は交感神経系ストレス反応に
ほとんど関与しないことが示唆された。 
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